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摘要 
生物药物市场近年来取得了巨大的成功，尤其是单克隆抗体药物，正在逐步
成为生物医药行业的新宠。哺乳动物细胞大规模培养工艺，作为当今抗体药物生
产的重要工艺平台，仍然是我国抗体药物走向市场的一大瓶颈。随着技术的进步
和学科交叉的发展，实验设计（DOE）和过程分析技术（PAT）方法被越来越多
的应用到哺乳动物细胞培养工艺优化中来，培养基和工艺优化的方法也越来越系
统化。 
实验室早期的工作中，我们通过基因重组和细胞株构建获得了能够表达
6D11-162 抗体的细胞群 160F1。本研究首先以 160F1 为起点进行克隆化筛选，
得到五株备选细胞株。然后在反应器上进行耐剪切测试，最终确定备选细胞 3E5。
针对稳定表达 6D11-162 抗体的 3E5 细胞株，应用 DOE 和 PAT 的方法，在摇瓶
水平上进行了基础培养基、补料培养基的筛选和混料优化，最终从 17 种基础培
养基和 7 种补料培养基中得到了优化的基础培养基 OBM-1 和 OBM-2，以及优化
的补料培养基 OFM-1，并最终确定了 OBM-1+OFM-1 的最优组合，其摇瓶表现
最高活细胞密度为 1.23×107cells/mL，抗体表达量 1237.13 mg/L。最后在生物反
应器上对所得工艺进行了放大验证，并最终得到了 3E5 细胞流加培养的初步工
艺。在该工艺中，活细胞最大密度超过 8×106cells/mL，维持时间达到 12 天，抗
体表达量达到 837.77mg/L。 
本研究成功获得了稳定表达 6D11-162 的细胞株 3E5，并针对开展了相应的
培养工艺优化和放大工作，初步确立了培养基筛选和优化的流程，为哺乳动物细
胞大规模培养工艺的研究积累了宝贵的经验。 
 
关键词：细胞培养；实验设计；工艺优化 
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Abstract 
Recently,themarket of biological drugs has achieved great success. Especially the 
development of therapeutic antibodies,are becoming a bright spot in pharmaceutical 
industry. The production of a large amount of antibodies relies on the mammalian cell 
culture platform in the manufacturing process, which is still a limitation in the 
development of biopharmaceutical products. The aim of this study was to develop, 
optimize and validate a high-yield antibody expression platform using “design of 
experiment” and “process analytical technology” approaches. 
Previously, we generated the cell pool 160F1, expressing monoclonal antibody 
6D11-162, through genetic recombination. In this study, five original cell clones were 
obtained from the 160F1 pool. After evaluation, one cell line 3E5 was selected with 
better anti-sheering ability, and was processed to the optimization of the culture media. 
The number of 17 base media and 7 feed media were screened by detecting and 
adjusting the amino acids,glucose,lactic acid,ammonia,in the culture supernatants, 
using the methods of DOE and PAT. It was demonstrated that the best combination is 
OBM-1 basal medium with the OFM-1 feed medium in this study. The small scale 
shake flask expression of 6D11-162 in 3E5 cells can reach the final antibody 
concentration of 1237.13mg/L, with the cell density of 1.23×107 cells/mL. It was 
consistant with the preliminary process in 2 L bioreactor, that the final antibody 
concentration reach to 837.77mg/L with a cell density of 8×106 cells/mL. 
 In summary, the cell line 3E5, stablely expressing the mAb 6D11-162, was 
generated. The optimization and validation of the culture media was carried out based 
on the 3E5 cells. We has been successfully established a small scale antibody 
expression platform, and also scaled that up with repeatable and reasonable antibody 
yield for biopharmaceutical application. 
 
Key words: cell culture; design of experiments;process optimization 
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第一章 前言 
在过去的二十年里，抗体表达水平在产量和质量上都持续增长。有数据显示
在 Fed-Batch 工艺中 3-5g/L 的表达量已经成为常态，部分可以达到 10-13g/L[1, 2]。
除过 Fed-Batch，连续罐流培养也被开发出来，其表达量更是可以高达 25g/L[3-5]。
这种持续性的增长源于具有疾病治疗潜力的药物分子及其研发方式的多样化。生
物试剂的持续增长势头已经开始蔓延全球，治疗性蛋白带来的社会轰动将很有可
能比肩二十世纪抗生素的诞生。多年前，正是因为抗生素的到来和其在治疗传染
性疾病方面的高效，才极大地延长了人类的寿命，其到来也预示着现代医学的诞
生。二十世纪五十年代到七十年代，微生物发酵技术的出现使得制药工厂大量生
产盘尼西林成为可能。类似地，细胞培养技术从实验室规模到工业规模的进步，
使这些蛋白生物药得以被用到有需求的病人身上。 
细胞培养和微生物发酵技术在过程工艺方面的基本原则几乎相同。化学计量
为培养基设计的指导，生长和生产动力学为过程优化的基础，传递现象为反应设
计的关键，这些规律在微生物和细胞培养中都真实存在且适用。其中，从微生物
发酵到细胞培养最被接受的就是反应堆工艺学。然而，由于其对生物医药经济的
巨大贡献[6-8]，细胞培养工艺在过程革新上的进步已经超过微生物发酵。此外，
产物分离和分析的技术，工业化设施设计的推进，细胞株和过程开发平台概念的
广泛应用，以及一次性反应器和连续培养过程优化的广泛接受，都正在被基于产
物的细胞培养技术进一步推动。当下细胞培养规模正在迅速扩张，以适应不断增
长的新药研发及细胞治疗方面的需求，细胞培养工程仍将持续成为生物过程技术
的关键驱动点。 厦
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图 1.1 单克隆抗体生产流程图[9] 
Figure 1.1 Monoclonal antibody production (MAb) flowsheet 
1.1 细胞培养产品和工艺 
用细胞培养方法生产病毒疫苗已经有超过半个世纪的时间[10]。在这之前，
用以免疫的病毒都是通过动物或分离的组织来获取。现在，绝大部分基于组织培
养的生产方法已经被细胞培养工艺替代[11]。仍有在使用的少部分经典组织培养方
法，比如灭活病毒鸡胚接种的方法。 
早期的细胞培养过程可以看作是组织培养技术的发展[12, 13]，主要通过移植
不同组织（如小鸡胚胎和猴肾脏）中的初级细胞用以病毒感染。目前，在疫苗生
产的过程中，初级细胞已经基本被细胞株和细胞系代替。这种方法可以支持培养
更多的代次，便于建立细胞库，为病毒生产提供持续稳定的细胞资源。 
大多数用来作为疫苗的病毒都是经过福尔马林灭活处理而只保留了病毒感
染能力的。被处理过的疫苗仍然保持着免疫原性，从而引发免疫反应。这些减毒
活疫苗病毒要通过在宿主中长期的传代来减小对人体的毒性，从而达到适应的效
果。减毒的病毒仍然具备复制的可能，携带有极低但又不为零的恢复为其野生型
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的风险，因而对减毒病毒疫苗的市场需求远远低于灭活病毒疫苗[14, 15]。 
病毒疫苗免疫的剂量较小，因而细胞培养的规模也比较小。尽管如此，疫苗
生产的过程工艺还是为治疗性蛋白的大规模生产工艺奠定了基础。细胞培养的基
础平台，从细胞库，培养基设计，过程控制，到生物反应器中的悬浮和贴壁生长，
最初的建立都是为了疫苗的工业化生产。 
1.1.1 治疗性蛋白分子 
从血清和组织中获得蛋白和细胞培养方法用于疾病治疗要早于重组 DNA 技
术。典型的例子包括胰岛素，尿激酶，八因子和干扰素[16]。第一代重组 DNA 治
疗性蛋白包括人生长激素和胰岛素，是通过大肠杆菌生产的。第二代人蛋白往往
需要复杂的转运后修饰，如二硫键的形成和糖基化[17, 18]。这些修饰过程在微生
物系统中都无法实现。为了生产这类蛋白质，哺乳动物细胞被开发出来。 
早期的细胞培养产品包括由杂交瘤细胞产生的单克隆抗体。杂交瘤细胞作为
骨髓瘤细胞（不分泌抗体但能持续增殖）和淋巴细胞（分泌抗体但不能持续分裂）
的融合产物，很好的成为了抗体的生产者[19, 20]。然而，这种技术问世后不久又
开始受限于其产物质量。这也使得杂交瘤细胞在重组 DNA 技术领域很快让位于
CHO 细胞。通过转基因技术的应用，CHO 细胞被开发成了转基因产品的良好生
产者。1987 年，GE 率先报道了 TPA 的上市，随后几年时间，EPO 和八因子也
先后上市。以上所有这些产品都是用相同的基因工程方法，最终通过 CHO 细胞
来进行蛋白的生产。 
细胞培养技术最开始的培养产物都是人体先天就有的蛋白质。随着技术的进
步，用以治疗乳腺癌的 IgG 被成功生产出来。紧随其后，一系列单抗产物接踵而
来[21]。尽管这些蛋白质还是人体自己产生的，但经过设计可以使其特定靶向一
些与疾病相关的分子，从而达到疾病治疗的效果。抗体产品的出现弥补了蛋白药
物在临床应用中的一块不足。早期的抗体分子中保留了部分能够引起免疫反应的
外源的序列,进而引起免疫排斥反应[22, 23]。为了解决这种问题，嵌合抗体、人源
化抗体以及全人源抗体应运而生。毫无疑问，治疗性抗体是细胞产品中的重磅炸
弹，也是目前发展最火热、前景最开阔的生物制品。以下是当前已经上市的部分
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单抗产品列表。 
 
表 1.1 市售单克隆抗体产品[24] 
Table 1.1 Marketed therapeutic monoclonal antibody products 
Brand name (INN) 
Original 
BLA/MAA 
Applicant 
Company 
Reporting US 
Sales 
Company 
Reporting EU 
Sales 
Year of 
First 
Approval 
2013 
Global 
Sales 
($M) 
Abthrax (raxibacumab) 
Human Genome 
Sciences 
GlaxoSmithKline N/A 2012 23 
Actemra (tocilizumab) Roche Roche Roche 2009 1,119 
Adcetris (brentuximab 
vedotin) 
Seattle Genetics Seattle Genetics 
Takeda 
Pharmaceutical Co. 
2011 253 
AlprollX (Factor IX Fc 
fusion protein) 
Biogen Idec Biogen Idec N/A 2014 NoM 
Arcalyst (rilonacept) 
Regeneron 
Pharmaceuticals 
Regeneron 
Pharmaceuticals 
N/A 2008 17 
Arzerra (ofatumumab) GlaxoSmithKline GlaxoSmithKline GlaxoSmithKline 2009 117 
Avastin (bevacizumab) Genentech Roche Roche 2004 6,748 
Benlysta (belimumab) 
Human Genome 
Sciences 
GlaxoSmithKline GlaxoSmithKline 2011 228 
Cimzia (certolizumab 
pegol) 
UCB UCB UCB 2008 789 
Cyramza 
(ramucirumab) 
Eli Lilly and Co. Eli Lilly and Co. N/A 2014 NoM 
Eloctate (Factor VII Fc 
fusion protein) 
Biogen Idec Biogen Idec N/A 2014 NoM 
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续表 1.1 
Brand name 
(INN) 
Original 
BLA/MAA 
Applicant 
Company 
Reporting US 
Sales 
Company 
Reporting EU 
Sales 
Year of 
First 
Approval 
2013 
Global 
Sales 
($M) 
Enbrel (etanercept) Immunex Amgen Pfizer 1998 8,325 
Entyvio 
(vedolizumab) 
Takeda 
Pharmaceuticals 
U.S.A., Inc 
Takeda 
Pharmaceutical 
Co. 
Takeda 
Pharmaceutical 
Co. 
2014 NoM 
Erbitux (cetuximab) ImClone Systems 
Bristol-Myers 
Squibb 
Merck KGaA 2004 1,926 
Eylea (aflibercept) 
Regeneron 
Pharmaceuticals 
Regeneron 
Pharmaceuticals 
Bayer Healthcare 
Pharmaceuticals 
2011 1,851 
Gazyva 
(obinutuzumab) 
Genentech Roche Roche 2013 3 
Herceptin 
(trastuzumab) 
Genentech Roche Roche 1998 6,559 
Humira 
(adalimumab) 
Abbott 
Laboratories 
AbbVie AbbVie 2002 10,659 
IIaris 
(canakinumab) 
Novartis 
Pharmaceuticals 
Novartis 
Pharmaceuticals
Novartis 
Pharmaceuticals 
2009 119 
Inflectra 
(infliximab 
[biosimilar]) 
Hospira N/A Hospira 2013 ＜1 
Kadcyla 
(ado-trastuzumab 
emtansine) 
Genentech Roche Roche 2013 252 
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